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論文内容要旨
 δ一アミノレブリン酸合成酵素(以下ALA合成酵素と略す)はポルフィリン生合成経路の律
 速酵素である。本酵素は動物の肝において種々の薬物により著明な誘導を受け,その結果δ一ア
 ミノレブリン酸の過剰生産にもとづくポルフィリン症が起る。薬物による実験的ポルフィリン症
 は臨床的なポルフィリン症の病態解明の研究にも利用されている。ALA合成酵素の誘導に関し
 ては,ラットやニワトリ等の動物個体を用いて行なわれた研究が多いが,この酵素の誘導とその
 調節の機構,或いはこの誘導に対するホルモンの影響等を詳しく解析するためには動物個体より
 も簡単な肝細胞のみのiロvitroの実験系が必要である。現在よく用いられているinvitroの
 実験系である単層細胞培養法ではALA合成酵素の活性測定のために必要な肝細胞が充分得られ
 ず,又002一インキュベーター等の設備が必要である。私はこのような不便を解消するために,
 操作が簡単でしかも大量の肝細胞の得られる鶏胚肝の器官培養を試み,この実験系を用いて誘導
 の機構や,ホルモンの影響等を検討した。
 この研究で使われた肝微小切片の培養法は次の様なものである。18日目の鶏胚から肝を取り
 出し,0.3㎜以下の肝切片になる様にメスでていねいに細切する。この微小肝切片を25認のイ
 ー グルのMEM培地と共に三角フラスコ(容量100招)に移す。培地にはペニシリンを添加し,
 PHを7.6に調整するが,血清は添加しない。密橦をした三角フラスコを37℃の温浴中で1分
 間120回の振盪を与えて培養する。この系では02分圧を特に上げなくても細胞は十分生存可能
 なので002一インキュベーターの設備等の必要はない。この状態で24時間以上充分細胞は生き
 続ける。この培養法では単層細胞培養法と異なり充分量の肝細胞が得られるためALA合成酵素
 の活性測定にはラジオアイソトープを利用した微量定量法でなく,従来の比色定量法で充分である。
 この培地中にアリルィソプロピルアセトアミド(以下AIAと略す)或いはジカルブエトキシジ
 ヒドロコリジン(以下DDOと略す)を添加すると,約1時間後にALA合成酵素活性の増加が
 始まり,この増加は8～10時間直線的に続いた後,プラトーに達する。蛋白合成阻害剤のサイ
 クロヘキシミドをAIA或いはDDGと同時に添加すると,ALA合成酵素の増加は全く起らな
 い。このことから,この培養系においてもALA合成酵素活性の増加はdenovoな酵素蛋白の
 合成促進により酵素量が増加するものである事が確認された。AIAとDDGとではその化学構
 造が全く異り,その作用機構についてもAIAとDDOとでは異なり,AIAは蛋白合成系の翻
 訳段階に,DDGは転写段階に作用してALA合成酵素の誘導を起すという議論がある。しかし
 この培養系においてRNA合成阻害剤であるアクチノマイシンDとサイクロヘキシミドとの組み
 合せ添加実験を行って検討した結果,AIA及びDDOは共にこの酵素誘導に対して蛋白合成系
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 の転写段階に作用している事が確認された。ところがAIAにより誘導されたALA合成酵素の
 サイクロヘキシミド添加後の半寿命は約2時間であるのに対して,DDGで誘導された場合の半
 寿命は4～5時間であり,AIAで誘導した場合の約2倍の長さであった。このことからALA
 合成酵素の誘導や細胞内での酵素量の調節には,この酵素の崩壊速度も大きな関係を持っている
 事が示唆された。ALA合成酵素の誘導は最終産物のヘミンにより抑制を受ける事が知られてい
 る。器官培養系についてヘミンの効果を検討してみると,動物個体の場合と異なり,ヘミンによ
 る本酵素誘導の阻害は約50%という不完全な阻害であった。さらにヘミンとアクチノマイシン
 Dとの組み合せ実験により鶏胚肝ではヘミンは主として蛋白合成系の転写段階の後に阻害作用を
 持つことが明らかになった。またこの培養肝及び鶏胚肝では成鶏や成ラット等の場合と異なり,
 ALA合成酵素が誘導時に可溶画分に大量に出現したり,また可溶画分へのALA合成酵素の蓄
 積がヘミンによって著しく増大する様な現象は認められなかった。最近ミクロゾームの薬物代謝
 系の阻害剤であるSKF525-AがALA合成酵素の薬物による誘導を抑制することが報告さ
 れている。器官培養系においても高濃度のSKF525-AはAIA及びDDCによる本酵素誘導
 を阻止したが,低濃度のSKF5～5-Aを用いた場合には誘導は逆に20～46%程度促進さ
 れるという結果が得られた。その理由はなお不明である。次に,ラット等の動物個体でのALA
 合成酵素の誘導に対して,ホルモンやグルコースは様々な影響を与える事が知られている。例え
 ばインシュリン,グルカゴン,エピネフリン或いはサイクリックAMPやテオフィリンは薬物に
 よる本酵素の誘導に対して抑制的に作用し,ハイドロコーチゾンは誘導初期に促進的に働く。動
 物個体にグルコースを投与すると,この誘導を抑制する事もよく知られている。しかしこの鶏胚
 肝培養系においてはこれらホルモンやグルコースはいづれも本酵素の誘導に対して見るべき影響
 を示さなかった。一方,肝のチロシンアミノトランスフェラーゼはハイドロコーチゾン,インシ
 ュリン,サイクリックAMP等によって誘導されることがよく知られているが,鶏胚培養肝でも
 やはりチロシンアミノトランスフェラーゼ活性はそれらのホルモン添加によって著しく増加する
 ことが認められた。従って鶏胚肝培養細胞もこれらのホルモンに対して充分な感受性を持ってい
 るものと考えられるが,それにもかかわらず,ALA合成酵素の誘導はそれらのホルモン添加に
 よってほとんど影響されなかったのであるから,ALA合成酵素の誘導に対するそれらのホルモ
 ンによる調節機構は,胚の成長とともに次第に発達してくるものと推察される。
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 審査・結果の要旨
 δ一アミノレブリン酸合成酵素(以下ALA合成酵素)はポルフィリン生合成経路の律速酵素
 であり,動物の肝において種々の薬物により著明な誘導を受ける。著者はこの酵素の誘導とその
 調節機構を詳しく解析するために必要なinvitroの実験系として,操作が簡単でしかも大量の
 肝細胞の得られる鶏胚肝の器官培養を試み,この実験系を用いて誘導の機構や,ホルモンの影響
 等を検討した。
 先ず18日目の鶏胚から肝を取り,メスでていねいに細切し,ペニシリンを添加したイーグル
 のMEM培地と共に三角フラスコに移し,密栓して37℃の温浴中で培養する。この系では血清
 添加は不必要であり,また0・分圧を特に上げなくとも24時間以上充分細胞は生き続ける。こ
 の培地中にアリルイソプロピルアセトアミド(以下AIA)或いはジカルプエトキシジヒドロコ
 リジン(以下DDC)を添加するとALA合成酵素活性の増加が始まり,8～10時間続いた後
 プラトーに達する。AIAとDDCとではその化学構造が全く異なり,その作用機構についても
 AIAとDDGとでは違うのではないかという議論があったが,著者はこの培養系についてアク
 チノマイシンDとサイクロヘキシミドとの組み合せ添加実験を行った結果,AIA及びDDOは
 共に蛋白合成の転写段階に作用している事が確認された。
 しかしDDGにより誘導されたAI、A合成酵素の半寿命はAIAで誘導された場合の半寿命よ
 りも2倍以上長いことが見出され,ALA合成酵素の誘導や細胞内での酵素量の調節には・この
 酵素の崩壊速度も大きな関係を持っている事が示唆された。また鶏胚肝ではヘミンは主として蛋
 白合成系の転写段階の後に作用して本酵素誘導を抑制するものであることが示された。また鶏胚.
 肝では成鶏や成ラット等の場合と異なり,ALA合成酵素が誘導時に可溶画分に大量に出現した
 り,その蓄積がヘミンによって著しく増大するような現象は認められなかった。KF525-A
 は高濃度ではAIA及びDDOによる本酵素誘導を阻止したが,低濃度では逆に誘導を20～46
 %程度促進するという意外な結果が得られた。さらに,ラット等の動物個体での場合と異なり,
 鶏胚肝培養系ではインシュリン,グルカゴン,エピネフリン,ハイドロコーチゾン,サイクリッ
 クAMP・グルコースはいずれも本酵素の誘導に対して見るべき影響を示さなかった。.
 一方,肝のチロジンアミノ基転移酵素は培養難胚肝でもホルモン添加によって著しく増加した
 ので鶏胚肝培養細胞も十分なホルモン感受性を持っているものと考えられる。したがってALA
 合成酵素の誘導のホルモンによる調節機構は,胚の成長とともに次第に発達してくるものである
 ことが推察された。
 以上のように本研究はALA合成酵素の誘導とその調節機構について特に発生と関連した新知
 見を加えたものであり,学位を授与するに値する。
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